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L'invenzione e costituita dairottenimento, via clonazione dei geni (cDNA) che codificano le 
luciferasi in grado di produrre la bioluminescenza verde del Phrixothrix vivianii e la 
bioluminescenza rossa del Phrixothrix hirtus . Di tali geni, vengono rivendicate le relative sequenze. 

L'invenzione e particolarmente importante perche permette la produzione industriale di tali geni che 
hanno la peculiarity di individuare facilmente eventuali esistenze di forme virali senza che la luce 
prodotta venga assorbita da determinati corpi di test biologici colorati diminuendo Tefficienza del 
test in atto. 
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Descrizione dell'invenzione consistente nella "Clonazione dei geni (cDNA) che codificano le 
luciferasi in grado di produrre la bioluminescenza verde del Phrixothrix vivianii e la 
bioluminescenza rossa del Phrixothrix hirtus" a nome di Viviani Viviano, residente a Campinas, 
stato di Sao Paulo, Brasile, di nazionalita italiana. 



DESCRIZIONE 

Attualmente i geni delle luciferasi di lucciole hanno un amplia applicazione nel campo della 
biotecnologia ed in particolare nell'esecuzione dei diagnostici clinici nella veste di "geni reporter" 
la cui generazione di luciferasi, conseguentemente di luce, serve come segnale per manifestare e 
quantificare il funzionamento degli elementi regolatori del funzionamento cellulare chiamati 
"promotori". 

Altxe applicazioni usano questi geni per diagnosticare e tenere sotto controllo lo sviluppo di 
infezioni virali in tessuti animali e vegetali o diagnosticare virus in corpi di test biologici 
quest'ultimo caso, un elemento regolatore, isolato dall'eventuale virus in esame, viene connesso, 
mediante opportune tecniche di ingegneria genetica, al gene della luciferasi. II sistema connesso 
viene quindi introdotto all'intemo del corpo cellulare o del corpo di prova in stato di diagnosi. Nel 
caso in cui il corpo di test sia realmente infettato dal virus dal quale e stato isolato V elemento 
regolatore, i segnali molecolari risukanti da tale virus attiveranno 1'elemento regolatore, il quale, a 
sua volta, iniziera ad emettere unq certa quantita di luciferasi la cui luce confermera l'infezione che 
potra esser in anche quantificata (questo sistema e gia stato utilizzato con successo nella diagnosi di 
esistenza dei virus dell' AIDS). 

Nel passato, tutta la gamma di applicazioni sopra citate, fu eseguita unicamente con poche e 
limitatissime quantita di geni di luciferasi in grado di produrre unicamente luce monocromatica 




appartenente al settore dello spettro die va dal verde al giallo. 
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I geni delle luciferasi verde e rossa appartenenti ai Phrixothrix che abbiamo clonato, offirono un 
notevole ampliamento del potenziale applicativo. 

Per esempio, in determinati corpi di test biologici colorati come il sangue, se si usassero le 
luciferasi classiche di cui sopra, la loro luce verde verrebbe parzialmente assorbita dalTemoglobina 
e da ahri component^ diminuendo Fefficienza della prova di test. Viceversa, la luciferasi die 
produce luce rossa risuKa ben piu efficiente nella diagnosi. 

Un'ahra applicazione e rappresentata dalTuso sincronico di due geni producenti differenti colon di 
luce, al fine di monitorare due promotori (elementi regolatori) alio stesso tempo. Dato che i geni 
delle luciferasi utilizzate fino al presente momento emettono luce nella regione del verde ed 
arancione, la loro applicazione concomitante eh limitata dal fatto die i relativi spettri d'emissione 
presentano invariabilmente un considerevole grado di sovrapposizione, creando notevoli difficoka 
alia discriminazione relativa al segnale che si cerca di individuare. Una maniera per contornare 
questo problema e stata proposta da 11a Promega Co. (USA), die ha utilizzato una luciferasi di 
lucciola che emette luce verde ed una luciferasi di un celenterato (medusa marina) che produce lu 
azzurra. Pero', dato che tali luciferasi, derivando da animali differenti, lavorano in condizioni 
biochimiche distinte, il sistema non presenta sufficiente efficienza. 

Viceversa, la ricerca di efficienza risuka ampiamente soddisfatta con l'uso delle luciferasi ottenibili 
mediante la sequenza oggetto di questa richiesta di brevetto, in quanto sono in grado di produrre la 
stessa luce verde e rossa del Phrixothrix, costituendo un sistema che lavora nelle stesse condizioni 
biochimiche e nel quale spettri non presentano sovrapposizione. 

Son o oggett o della richiesta di brevetto, due sequenze del DNA originar£ dalle specie brasiliane 
Phrixothrix vivianii e Phrixothrix hirtus , tali die possono codificare le luciferasi responsabih per 
Pemissione di luce verde e rossa. Le seq uenze di per se non sono un'applicazione, ma, con il loro 
amplio potenziale, sono il primo ed essenziale passo per le applicazione nei campi di ingegneria 



Le sequenze di cui sopra .sono uniche perche finora sono state donate solo luciferasi che 
producono luce verde - gialla e cio attesta la relativa novita. 

Oltre alle sequenze nucleotidiche dei cDNA, e le rispettive sequenze di amminoacidi delle proteine 
ci sono due proprieta die caratterizzano Tattivita biologica di queste due proteine die sono la 
catalisi di produzione della bioluminescenza di colon differenti mediante l'ossidazione dello stesso 
substrato, la D-luciferina di lucciole [D-2-(6' hydroxi-2'benzothiazolyl)A 2 ^thiazoline-4-carboxylic 
acid]: 

(a) luciferasi codificata dal cDNA di Phrixothrix vivianii che produce luce verde (col massimo 
dello spettro elettromagnetico centrato in Xm= 549 nm) 

(b) luciferasi codificata dal cDNA di Phrixothrix hirtus che produce luce rossa (con massimo in 
Xm= 622 nm; novita assoluta, altre luciferasi donate emettono nella fascia tra 546-593 nm 
dello spettro). 

E' appurato die i cDNA (geni) d elle lucifera si, una volta insenti in un vettore di DNA (virus o 
plasmideo), ed introdotto dentro le cellule , hanno la proprieta di codificare la produzione di queste 
ultime (lucife rasi). 

In questo modo e possibile produrre la luciferasi in cellule di batten che, facilmente coltivabili in 
grande scala, vengono poi utilizzate per la purificazione della luciferasi contenuta per fini di 
commercializzazione di quest 'ultima. 

Ai fini di produzione, sia di laboratorio come industriale, e condicio sine qua non ottenere il DNA 
della luciferasi isolato (come nel caso citato dei due geni che sono stati isolati) ed inserirlo alia 
molecola di DNA del vettore che sara introdotto dentro la cellula. 



Ques to e un procedimento che attualmente risuha banale per qualsiasi laboratorio di biologia 
molecolare o industria ad indirizzo biotecnologico. Anche le tecniche di purificazione delle 
luciferasi sono ampiamente impiegate e non oflrono alcuna difficolta. 

Finalmente, per potere ottenere la luminescenza basta addizionare la luciferina (non luciferasi) che 
e da tempo risuha esser sintetizzata industrialmente e commercializzata da varie aziende. 
I geni di per se non sono nessuna applicazione commerciale, ma una voita applicati in vettori di 
DNA appropriate (che possono essere plasmidei o DNA di virus modificati attraverso ingegneria 
genetica), possono essere impiegati nella industrializzazione di kit con fini di studio delTattivita 
biologica di promotori e elementi genetici regolatori del metabolismo cellulare, e eventualmente di 
diagnostico clinico, attraverso la luminescenza di differenti colori emessa da queste luciferasi). 



RIVENDICAZIONI 

1) - Sequenza nucleotidica del cDNA della luciferasi produttrice di luce verde di Phrixothrix 
vivianii e deduzione della rispettiva struttura primaria, die qui sotto viene descritta in codice 
genetico universale. 

10 20 30 40 50 60 

AT CAAAAT GGAAGAAGAAAACATT AGGCATGGAGAGCGTCCTCGTG AT AT AGTCCATCCT 
MetGluGluGluAsnlleArgHisGlyGluArgProArgAspIleValHisPro 

70 80 90 100 110 120 

GGCT CGGC AGGACAAC AATT AT ACCAAT CAT T GT AT AAAT TT GC AT CT TT T CCT GAAGC A 
GlySerAlaGlyGlnGlnLeuTyrGlnSerLeuTyrLysPheAlaSerPheProGluAla 

130 140 150 160 170 180 

ATAATCGATGCTCATACAAATGAAGTAATATCATATGCTCAAATATTTGAAACCAGCTGC 
IlelleAspAlaHisThrAsnGluVallleSerTyrAlaGlnllePheGluThrSerCys 

190 200 210 220 230 240 

CGCTTAGCTGTTAGTATAGAACAATATGGCTTGAATGAAAACAATGTTGTGGGTGTATGC 
ArgLeuAlaValSerlleGluGlnTyrGlyLeuAsnGluAsnAsnValValGlyValCys 

250 260 270 280 290 300 

AGTGAAAACAATATAAACTTTTTTAATCCTGTCCTTGCTGCTTTATACTTAGGAATACCA 
SerGluAsnAsnlleAsnPhePheAsnProValLeuAlaAlaLeuTyrLeuGlyllePro 
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310 320 330 340 350 360 

GT AGCAAC AT C AAATG AT ATGT AC AC AG ATGGAGAGTT AACT GGTC AT TT GAAT AT AT C A 
ValAlaThrSerAsnAspMetTyrThrAspGlyGluLeuThrGlyHisLeioAsnlleSer 

370 380 390 400 410 420 

AAACCAACTATCATGTTTAGTTCAAAGAAAGCACTCCCGCTTATTCTGAGAGTACAGCAA 
LysProThrlleMetPheSerSerLysLysAlaLeuProLeuIleLeuArgValGlnGln 

430 440 450 460 470 480 

AATCTAAGTTTCATTAAAAAAGTCGTAGTTATCGATAGCATGTACGACATTAATGGCGTT 
AsnLeuSerPhelleLysLysValValVallleAspSerMetTyrAspIleAsnGlyVal 

490 500 510 520 530 540 

GAATGCGTATCTACCTTTGTTGCACGTTATACTGACCACACCTTTGATCCATTGTCATTT 
GluCysValSerThrPheValAlaArgTyrThrAspHisThrPheAspProLeuSerPhe 

550 560 570 580 590 600 

AC AC C AAAAG AT TT TG ATCC CCTT GAAAAAAT CGC ATT AATT AT GT C ATC ATCT GGAAC A 
ThrProLysAspPheAspProLeuGluLysIleAlaLeuIleMetSerSerSerGlyThr 

610 620 630 640 650 660 

ACTGGATTGCCTAAGGGTGTAGTACTGAGCCATAGAAGTCTAACTATAAGATTCGTTCAT 
ThrGlyLeuProLysGlyValValLeuSerHisArgSerLeuThrlleArgPheValHis 

670 680 690 700 710 720 



AGCAGGGATCCCATTTATGGCACTCGTACGGTTCCACAAACATCAATTCTTTCCTTAGTA 
SerArgAspProIleTyrGlyThrArgThrValProGlnThrSerlleLeuSerLeuVal 

730 740 750 760 770 780 

CCGTTCCATCATGCCTTTGGAATGTTTACTACATTATCTTACTTTGTAGTAGGACTTAAG 
ProPheHisHisAlaPheGlyMetPheThrThrLeuSerTyrPheValValGlyLeuLys 

790 800 810 820 830 840 

GT TGT AAT GT TGAAGAAATT T G AGGGCGC ACT TT T CT T AAAAACC AT ACAGAAT T AC AAA 
ValValMetLeuLysLysPheGluGlyAlaLeuPheLeuLysThrlleGlnAsnTyrLys 

850 860 870 880 890 900 

ATCCCCACTATTGTAGTGGCCCCTCCAGTTATGGTGTTTTTGGCTAAAAGCCCATTAGTC 
IleProThrlleValValAlaProProValMetValPheLeiaAlaLysSerProLeuVal 

910 920 930 940 950 960 

GATCAATACGATTTATCGAGCTTAACGGAAGTTGCTACTGGAGGAGCTCCTTTAGGAAAA 
AspGlnTyrAspLeuSerSerLeuThrGluValAlaThrGlyGlyAlaProLeuGlyLys 

970 980 990 1000 1010 1020 

GATGTCGC AG AAGC AGT AGC AAAG AGGT TG AAAT T ACC TGGAAT C AT AC AAGGAT ATGGA 
AspValAlaGluTVlaValAlaLysArgLeuLysLeuProGlyllelleGlnGlyTyrGly 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

TTAACTGAAACTTGCTGCGCTGTAATGATTACCCCTCATAATGCTGTGAANACAGGTTCA 



LeuThrGluThrCysCysAlaValMetlleThrProHisAsnAlaVal ThrGlySer 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

ACTGGAAGACCCTTGCCATACATTAAAGCTAAAGTTTTAGATAACGCTACTGGGAAGGCG 
ThrGlyArgProLeuProTyrlleLysAlaLysValLeuAspAsnAlaThrGlyLysAla 

1150 1160 * 1170 1180 1190 120& 

CT AGGACC AGGAGAAAGAGGCG AAAT AT GC TT TC AAAGTG AAATGATT AT GAAAGG AT AT 
LeuGlyProGlyGluArgGlyGluIleCysPheGlnSerGluMetlleMetLysGlyTyr 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

T ACAAC AATC CGGAAGC AACT ATT GAT ACT AT TGACAAAGAT GGTT GGCT TC AT TCTGGA 
TyrAsnAsnProGluAlaThrlleAspThrlleAspLysAspGlyTrpLeuHisSerGly 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

GAT ATT GG AT AT T ACG ACGAAG AT GG AAAT TT CTT TAT AGTT GAT CGATT GAAAGAACTT 
AspIleGlyTyrTyrAspGluAspGlyAsnPhePhelleValAspArgLeuLysGluLeu 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

AT T AAAT AC AAGGG AT AT C AGGTTGCGCCT GCTGAACT GG AAAATC TGCT TT T ACAAC AT 
IleLysTyrLysGlyTyrGlnValAlaProAlaGlLLLeuGluAsnLeuLeuLeuGlnHis 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

CCAAGTATTGCTGATGCGGGTGTTACTGGAGTTCCGGACGAATTTGGTGGACAATTACCT 
ProSerlleAlaAspAlaGlyValThrGlyValProAspGluPheGlyGlyGlnLeuPro 



1450 1460 1470 1480 1490 1500 

GCTGCTTGTGTTGTGTTAGAATCTGGCAAGACGCTGACTGAAAAGGAAGTTCAAGATTTT 
AlaAlaCysValValLeuGluSerGlyLysThrLeuThrGluLysGluValGlnAspPhe 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

AT TGC AGC AC AAGT C ACT CC AAC AAAGC AT CT TCG AGGCGGT GT CGT ATT TGT AGAC AGT 
IleAlaAlaGlnValThrProThrLysHisLeuArgGlyGlyValValPheValAspSer 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

AT T CCG AAAGGCCCT ACT GG AAAACT CATC AGAAAGGAGCTCCG AGAAAT AT TT GCCC AG 
IleProLysGlyProThrGlyLysLeuIleArgLysGluLeuArgGluIlePheAlaGln 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

CGAGCACCAAAATC AAAATT AT AAGT TC AATGTATTGCTTTAGT TCTAAAATGT AT AT AA 
Ar gAlaProLys SerLysLeu* * * 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

AC AAGT T T T AGAACCT AAT AC ATT C ATT CAAAT ACT AAAC AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

1750 

AAAAAA 



2) -Sequenza nucleotidica del cDN A della luciferasi produttrice di luce verde di Phrixothrix hirtus 
e deduzione della rispettiva struttura primaria, die qui sotto viene descritta in codice genetico 
universale. 

GTGACAGTTTAGTTCAGTAGAAGATTTTTTTGAGATCAAA 

10 20 30 40 50 60 

ATGGAAGAAGAAAACGTTGTGAATGGAGATCGTCCTCGTGATCTAGTTTTTCCTGGCACA 
MetGluGluGluAsnValValAsnGlyAspArgProArgAspLeuValPheProGlyThr 

70 80 90 100 110 120 

GC AGGACT AC AATT AT AT C AAT CATT AT AT AAAT ATTC AT AT AT TACT GACGGAAT AATC 
AlaGlyLeuGlnLeuTyrGlnSerLeuTyrLysTyrSerTyrlleThrAspGlyllelle 

130 140 150 160 170 180 

GATGCCCATACCAATGAAGTAATATCATATGCTCAAATATTTGAAACCAGCTGCCGCTTG 
AspAlaHisThrAsnGluVallleSerTyrAlaGlnllePheGluThrSerCysArgLeu 

190 200 210 220 230 240 

GCAGTTAGTCTAGAAAAATATGGCTTGGATCATAACAATGTTGTGGCAATATGCAGTGAA 
AlaValSerLeuGluLysTyrGlyLeuAspHisAsnAsnValValAlalleCysSerGlu 

250 260 270 280 290 300 

AACAACATACACTTTTTTGGCCCTTTAATTGCTGCTTTATACCAAGGAATACCAATGGCA 
AsnAsnlleHisPhePheGlyProLeuIleAlaAlaLeuTyrGlnGlylleProMetAla 
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310 320 330 340 350 360 

AC AT C AAATGAT ATGT AC AC AGAAAGGG AGATGAT TGGCC AT TTGAAT AT AT CGAAACC A 
ThrSerAsnAspMetTyrThrGluArgGluMetlleGlyHisLeuAsnlleSerLysPro 

370 380 390 400 410 420 

T GCCTT ATGT TT TGTT C AAAGAAATC ACTC CC AT T TAT T ATGGG AGT ACAAAAAC ATCT A 
CysLeuMetPheCysSerLysLysSerLeuProPhelleMetGlyValGlnLysHisLeu 

430 440 450 460 470 480 

GATT TCCT T AAAAG AGTC AT AGTC AT TG AT AGT ATGT ACGAT AT CAAT GGCGT T GAAT GC 
AspPheLeuLysArgVallleVallleAspSerMetTyrAspIleAsnGlyValGluCys 

490 500 510 520 530 540 

GT AT TT AGCT TT GAT T CACGT AAT ACTG AT CACGCCTT TGAT CC AGTG AT AT TT AACCCA 
ValPheSerPheAspSerArgAsnThrAspHisAlaPheAspProValllePheAsnPro 

550 560 570 580 590 600 

AAAGAGTT TG AT CCCT TGGAAAGAACCGCATT AAT TAT GAC ATC AT CT GG AAC AACTGGA 
LysGluPheAspProLeuGluArgThrAlaLeuIleMetThrSerSerGlyThrThrGly 

610 620 630 640 650 660 

TTGCCTAAAGGGGTAGTAATAAGCCATAGAAGTATAACTATAAGCTTCGTCCATAGCAGT 
LeuProLysGlyValVallleSerHisArgSerlleThrlleSerPheValHisSerSer 

670 680 690 700 710 720 




GATCCC AT CT AT GGT ACT CGT AT T GCTCCAGAT AC ATC AATT CT TGCT AT AGCACCGT TC 



AspProIleTyrGlyThrArglleAlaProAspThrSerlleLeioAlalleAlaProPhe 



730 7 40 750 7 60 770 7 80 

CATCATGCCTTTGGACTGTTTACTGCACTAGCTTACTTTCCAGTAGGACTTAAGATTGTA 
HisHisAlaPheGlyLeuPheThrAlaLeuAlaTyrPheProValGlyLeuLysIleVal 

7 90 800 810 820 830 840 

AT GGTG AAGAAATT TGAGGGCG AATT CT TCTT AAAAAC C AT ACAAAAT T ACAAAAT CGCT 
MetValLysLysPheGluGlyGluPhePheLeuLysThrlleGlnAsnTyrLysIleAla 

850 860 870 880 890 900 

TCTATTGTAGTTCCTCCTCCAATTATGGTATATTTGGCTAAAAGTCCATTAGTCGATGAA 
SerlleValValProProProIleMetValTyrLexoAlaLysSerProLeuValAspGlu 

910 920 930 940 950 960 

T AC AAT TGCT CG AGCT T AACGGAAAT TGCT AGTGG AGGCT CT CC TT T AGGAAGAGAT AT C 
TyrAsnCysSerSerLeuThrGluIleAlaSerGlyGlySerProLeuGlyArgAspIle 

970 980 990 1000 1010 1020 

GCAGATAAAGTAGCAAAGAGATTGAAAGTACATGGAATCCTACAAGGATATGGATTAACC 
AlaAspLysValAlaLysArgLeuLysValHisGlylleLeuGlnGlyTyrGlyLeuThr 

1030 1040 1050 1060 1070 1080 

GAAACCT GC AGC GCTCT AAT ACTT AGCC CC AATGATCGAGAACT T AAAAAAGGT GC AATT 



GluThrCysSerAlaLeuIleLeuSerProAsnAspArgGluLeuLysLysGlyAlalle 

1090 1100 1110 1120 1130 1140 

GG AACGCCT ATGCC AT AT GTTC AAGT T AAAGT TAT AG AT AT CAAT ACT GGGAAGGC GCT A 
GlyThrProMetProTyrValGlnValLysVallleAspIleAsnThrGlyLysAlaLeu 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

GG ACCAAGAGAAAAAGGC GAAAT ATGCTTC AAAAGT C AAATGCT TAT G AAAGGAT ATC AC 
GlyProArgGluLysGlyGluIleCysPheLysSerGlnMetLeuMetLysGlyTyrHis 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

AACAATCCGCAAGCAACTCGTGATGCTCTTGACAAAGATGGTTGGCTTCATACTGGGGAT 
AsnAsnProGlnAlaThrArgAspAlaLeuAspLysAspGlyTrpLeuHisThrGlyAsp 

1270 1280 1290 1300 1310 1320 

CT TGGAT ATT ACGACGAAGACAGATT T ATCT ATGT AGT TG AT CGAT TG AAAGAACT TAT T 
LeuGlyTyrTyrAspGluAspArgPhelleTyrValValAspArgLeuLysGluLeuIle 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

AAAT AT AAAGGAT ATC AGGT TGCGCCTGCT GAACT GGAAAAT CT GCTT TT AC AAC ATC C A 
LysTyrLysGlyTyrGlnValAlaProAlaGluLeuGluAsnLeuLeuLeuGlnHisPro 

1390 1400 1410 1420 1430 1440 

AATATTTCTGATGCGGGTGTTATTGAATTCCGGACGAATTTGCTGGTCAATTACCTTTCC 
AsnIleSerAsp7U_aGlyValIleGluPheArgThrAsnLeuLeuVal7VsnTyrLeuSer 



1450 1460 1470 1480 1490 1500 

GCGT GT GT TGTGTT AGAGCCTGGT AAGACAATGACCGAAAAGGAAGTT C AGG AT TAT ATT 
AlaCysValValLeuGluProGlyLysThrMetThrGluLysGluValGlnAspTyrlle 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

GCAGAGCTAGTCACTACAACTAAACATCTTCGAGGCGGTGTCGTATTTATAGATAGTATT 
AlaGluLeuValThrThrThrLysHisLeuArgGlyGlyValValPhelleAspSerlle 

1570 1580 1590 1600 1610 1620, 

CCAAAAGGCCCAACAGGAAAACTCATGAG7\AACGAACTCCGAGCAATATTTGCCCGGGAA 
ProLysGlyProThrGlyLysLeuMetT^rgAsnGluLeuArgAlallePheAlaArgGlu 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

CAGGCAAAATCAAAATTATAAGCTCAATATATTGCTTTAGTTATAAAATGTATGTAATCA 
GlnAlaLysSerLysLeu*** 

1690 1700 1710 1720 

AATT TT AG AACC T AAT AC AT TC AT TG AG AGCCT AAAAAA 



3) - Applicazione dell'uso sincronico di due geni delle luciferasi ottenibili mediante le sequenze di 
cui ai precedenti punti 1) e 2) in quanto, producendo la stessa luce verde e rossa del Phrixothrix. 
costituiscono un sistema che lavora nelle stesse condizioni biochimiche e nel quale spettri non 
presentano sovrapposizione, cosi che e possibile monitorare due promotori (elementi regolatori) 
alio stesso tempo. 
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